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Comparison of various mixtures of β-chitin and chitosan as a scaffold for 



























































































































































①純 β-キチン、② β-キチン -キトサン比 3：1、③ β-キチン -キトサン比 1：1、④ β-キチン -キトサン
比 1：3、⑤純キトサンの 5群で比較した。これらのハイドロゲルは、円柱状（5mm直径× 10 mm高さ）
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のスポンジを形成するために、凍結、24時間真空乾燥し、スポンジの気孔寸法は走査型電子顕微鏡で測
定した。日本白色家兎24羽から採取された軟骨細胞と①～⑤のスポンジより5つの軟骨細胞-スポンジ複合
物が作製された。培養後2週と4週の各軟骨細胞-スポンジ複合物のコンドロイチン硫酸（CS）、コンドロイ
チン4-硫酸（C4S）、コンドロイチン6-硫酸（C6S）含有量はHPLCで測定し、ハイドロキシプロリン含有量を
アミノ酸分析システムで測定した。組織化学的および免疫組織化学的評価は、H&E、サフラニンO、ト
ルイジンブルー、抗TypeⅡコラーゲン抗体、抗TypeⅠコラーゲン抗体と抗アグリカン抗体で行った。
［結果］
　各気孔寸法は、50～150µm大で、細胞接着率も98%前後で同等であった。C6S／C4S比率の平均値は、
培養後2週と4週で異ならなかった。ハイドロキシプロリン量は、培養後4週で培養後2週より増加した。
培養後2週ではハイドロキシプロリン量に差異はなかったが、培養後4週では純β -キチンスポンジで他の
4つより有意に大きかった（p<0.05）。
　免疫組織化学染色では細胞層のTypeⅡコラーゲンが陽性だったが、TypeⅠコラーゲンはすべて陰性で
あった。TypeⅡコラーゲンは正常ウサギ軟骨では全層均一だったが、純β -キチンスポンジ以外では、軟
骨様層の細胞周辺に制限されていた。TypeⅡコラーゲンにより純β-キチンスポンジの細胞層は、他のタ
イプのスポンジより正常ウサギ軟骨に類似していた。アグリカン染色は、培養後2週と4週で陽性であっ
た。アグリカン染色は、正常ウサギ軟骨では細胞周辺で主に染色されるが、全5種類のスポンジの細胞層
においても同様だった。
［考察と結論］
　スポンジの軟骨細胞接着率は約98%に達し、各群の細胞支持接着能力に差異がなかった。各群のハイド
ロキシプロリン量は、培養2週より4週で増加した。培養後2週ではハイドロキシプロリン量の違いは5群
間で有意差がなかったが、培養4週では純β-キチンスポンジで有意に多量であった。これはコラーゲン合
成能力が純β-キチンスポンジは他のタイプのスポンジより優れていることを示す。
　免疫組織化学的分析で、TypeⅡコラーゲンとアグリカン染色は陽性であったが、TypeⅠコラーゲンは
陰性であった。従って、ハイドロキシプロリンの増加は、軟骨細胞がTypeⅡコラーゲンを合成すること
を意味しており、組織学的観察では、TypeⅡコラーゲンは特に純β-キチンスポンジで染色され、他のス
ポンジと比較して正常ウサギ軟骨により近かった。
　申請者はこれらの結果に基づいて、純β-キチンスポンジは、担体としてキトサン含有スポンジより適切
であることを見いだした点を、審査委員会は高く評価した。
　　審査の過程において、申請者に対して次のような質問をおこなった。
　
1）線維軟骨と硝子軟骨の違いは何か
2）キチン、キトサンはどのようにして作成したか
3） 4週で作成した軟骨は、実用に適しているか
4）軟骨は表層にしかできないか
5）キチン、キトサンの滅菌はどのようにしたのか
6）担体は生体内で、どのようになるのか
7）末端基とpHの関係は、問題にならないか
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□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□
8）軟骨細胞の幹細胞は、どこにあるか
9）ハイドロゲル作成の改良点はどこか
10）脱アルカリ度は高い方が良いが、どこまで高くできるのか
11）培養時、軟骨細胞以外が混入することはないのか
12）動物実験の3Rの原則とはなにか
13）医療用キチン、キトサンは、何に利用されているか
14）コラーゲンスポンジの作成時間と、実用になる量産は可能か
これらの質問に対し申請者の解答は適切であり、問題点も十分理解しており、博士（医学）の学位論文
にふさわしいと審査員全員一致で評価した。
　　論文審査担当者　　主査　　橋　本　賢　二
　　　　　　　　　　　副査　　堀　内　健太郎 副査　　小　川　法　良
